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　コレステロールは生体膜中に広く分布し、リン脂質分子と相互作用して膜物性をコントロールする物質と
して知られており、その膜物性に与える影響について様々な手法で研究が行われてきた。最近では、生体膜
内に存在する脂質ラフトと呼ばれる機能性のマイクロドメインの形成にコレステロールが関与していること
が示唆されており、ラフト形成におけるコレステロールの役割についても盛んに研究がなされている。ラフ
トドメインは、周囲の膜よりも固く、ここに細胞内情報伝達にかかわるタンパク質が集積して、情報伝達の
中継基地の役割を担っていると考えられおり、生体膜の機能を理解する上で重要な研究対象となっている。
ラフトドメインにおける脂質分子の状態は、コレステロールを含む人工脂質膜系で現れる、流動相（液体無
秩序相、Ld 相）と脂質分子の炭化水素鎖がオールトランス状態にあるゲル相（Lb'）の中間的性質をもつ液
体秩序相（Lo 相）に相当することが示唆されており、人工脂質膜系での研究も多く報告されている。しか
しながら、Lo 相における分子の充填構造や Lo 相が安定化する分子レベルでのメカニズム、Lo 相への相転移
のオーダーパラメータが何かといった基本的なこともまだよくわかっていない。また、分子間相互作用を考
える上で出発点となるリン脂質 / コレステロール二成分系混合膜の相図すら確立していない。こうした状況
は、コレステロールを含む脂質膜の相挙動が想定しているよりも複雑であるにもかかわらず、十分細かいコ
レステロール濃度間隔で高精度の実験がなされていないことに一因があると考えられる。本申請論文の著者
は、浮遊密度測定や表面圧－面積測定という広汎に使用されている手法を用い、細心の注意を払って繰り返
し同一条件の実験を行うことにより、高精度、高信頼性の測定データを得ることに成功している。これによ
り、これまで判別できなかったリン脂質／コレステロール二成分混合膜系の相挙動の詳細を明らかにしてお
り、本論文は、リン脂質とコレステロールの相互作用について基礎的知見を与えるだけでなく、これらの手
法の活用の新たな展望を開くとともに、今後のシミュレーション実験に対する参照データを提供するもので
ある。
論 文 内 容 の 要 旨
　論文は、飽和リン脂質／コレステロール二成分混合膜系を研究対象としているが、大きく二つの部分から
構成されている。前半は、水中に分散した多重層二分子層膜（バイレイヤー）における分子体積の解析、後
半は、気水界面に作製した単分子層膜（モノレイヤー）における分子表面積の解析である。リン脂質としては、
長さの異なる飽和鎖をもつ３つの代表的中性リン脂質、ジミリストイルホスファチジルコリン（DMPC）、
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ジパルミトイルホスファチジルコリン（DPPC）、ジステアロイルホスファチジルコリン（DSPC）を用い、
コレステロールとの相互作用の鎖長依存性についても解析している。
　バイレイヤーの実験では、リン脂質／コレステロール混合膜の密度が DO と HO の密度の間にあること
を利用して、混合膜の浮遊密度を高精度で測定している。DO と HO を適当な比率で混合した溶媒中に分
散した試料を遠心後、試料が沈殿していれば DO を、浮上していれば HO を添加し再び遠心する。これを
繰り返して最終的に5×0-4 g/cm3以上の精度で混合膜試料の密度を計測している。この際、混合膜が閉じた
多重層ベシクル構造を取っているため、後から DO または HO を添加することによりベシクル内外の溶媒
の密度に差が生じる。このベシクル内外の密度差を最小にするため、得られた密度値をもつ DO/HO 溶媒
で水和させた試料を再調製して、同様の実験を繰り返している。これにより系統誤差を減らし、精度だけで
なく確度も従来よりも格段に高いデータを得ている。また、これまで報告されている実験では、コレステロー
ルモル分率は0.程度の間隔で変えているのに対して、本研究では0.0 ～ 0.03の間隔で細かく変化させて実
験を行っている。また、温度に関しても遠心前後でモニターして厳密に管理して実験を行っている。
　このように細心の注意を払って実験を行った結果、従来識別できなかった液体秩序相（Ld 相）と液体無
秩序相（Lo 相）の共存領域が明確に識別できるデータを得ている。また、この共存領域における浮遊密度
の振る舞いは、単純な２相共存では説明できないため、ドメイン間の引力相互作用や中間状態が存在する可
能性を示唆している。さらに、Lo 相における分子の状態を解析するために、１分子あたりの平均比容のデー
タからリン脂質とコレステロール分子の部分分子体積を見積もっている。その結果、Lo 相におけるリン脂
質の部分分子体積は、リン脂質の主転移温度を挟んで温度に対して連続的に変化していること、また部分分
子体積の値は Ld 相とゲル相（Lb' 相）の値のちょうど中間の値を取ることを明らかにしている。コレステロー
ルの部分分子体積についても解析し、リン脂質に比べて各相間での差が大きいという結果を得ている。これ
らの結果を説明するために、コレステロール分子近傍のリン脂質の体積が分子間相互作用のためにバルクの
リン脂質の体積と異なっている可能性について検討している。
　本論文の後半では、気水界面に作製したモノレイヤーを材料として、表面圧－面積（π－A）測定を行い、
リン脂質／コレステロール二成分系の相挙動について詳細に解析している。π－A 測定においても、バイレ
イヤーの浮遊密度測定と同様、コレステロールのモル分率を細かく変化させるとともに、同じ条件下で多数
回の実験を行って高精度のデータを得ている。通常の方法にしたがって、表面圧一定の条件下での１分子あ
たりの平均分子面積と面積弾性率のコレステロールモル分率依存性を解析している。その結果、より変化
が明確に表れる面積弾性率のデータに基づいて、複数の相の存在を同定するのに成功している。表面圧や
リン脂質の鎖長によらず高モル分率のコレステロール存在下で現れる相は、Cholesterol-induced condensed 
phase（CC 相）と命名し、この相におけるリン脂質分子の部分分子面積を精度よく見積もっている。得ら
れた結果から、CC 相におけるリン脂質分子の表面積は固相（s 相）よりも小さく、リン脂質は非常にコン
パクトに充填していることを指摘している。また、低モル分率のコレステロール存在下では、コレステロー
ル分子の近傍のリン脂質分子がバルクのリン脂質分子よりも柔らかく、また小さい分子面積を持っていると
考えることにより、DPPC ／コレステロール二成分系モノレイヤーの実験データを準定量的に説明できるこ
とを示している。得られた結果から、各相におけるリン脂質とコレステロール分子の分子レベルでの充填状
態について新たな提案を行っている。
論 文 審 査 結 果 の 要 旨
　本論文は、飽和リン脂質／コレステロール二成分混合膜系について、バイレイヤーを用いた分子体積の測
定とモノレイヤーを用いた表面圧－面積測定を高精度で行うことにより、その相挙動を詳細に解析した結果
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を報告している。コレステロールは生体膜中で重要な役割を果たしており、コレステロールを含む脂質膜の
物性については広汎な研究報告がある。しかし、その多くは粗い測定データに基づく定性的な議論に留まっ
ており、コレステロール添加によって形成される相の詳細は不明な点が多く残されている。著者は、細心の
注意を払って繰り返し実験することにより、定量的解析に耐え得るデータを取得するのに成功している。こ
れにより、バイレイヤーではこれまで浮遊密度測定では識別できなかった液体無秩序相（Ld 相）と液体秩
序相（Lo 相）の共存領域を明確に同定している。さらに、この共存領域が単純なものではなく、内部構造
をもつことを見出している。また、Lo 相におけるリン脂質とコレステロールの部分分子体積を正確に見積
もっている。これらの結果は、近年注目されているラフトと呼ばれる生体膜中の機能性ドメインの状態に対
応していると考えられている Lo 相内の分子間相互作用に関する基礎的知見を与えるものであり、今後の研
究の進展に大きく寄与するものである。モノレイヤーの実験でも、これまでの報告に比べて飛躍的に高精度
で、再現性のあるデータの取得に成功し、複数の相の存在を明らかにし、各相におけるリン脂質とコレステ
ロールの分子表面積を正確に見積もっている。これらの結果は、表面圧－面積測定が二成分系混合膜の詳細
な相転移挙動解析にも有効な手段であることを示したものであり、今後のこの手法の活用に新たな道を開く
ものとして高く評価できる。このように、本研究で得られた結果は、今後のリン脂質とコレステロールの相
互作用を考える上で標準となるものであるとともに、分子動力学シミュレーションに対する参照データとな
ると考えられる。
　本論文の内容の特長は、浮遊密度測定と表面圧－面積測定という従来から用いられてきた手法の問題点を
克服するために細心の注意を払って多数回同一条件下で測定を繰り返し、リン脂質／コレステロール二成分
混合膜の詳細な相挙動の定量的解析を可能にする高精度のデータを得ている点にある。このように、これま
で報告されている本論文と同様の手法を用いた実験に比べて格段に高精度かつ多量の実験データを得ている
ことは、著者が、実験手法の問題点を的確に把握し、綿密な実験計画に基づいて体系的に実験を遂行する高
い能力を有することを示している。
　実験データの解析に関しても、著者は、複雑なコレステロール濃度依存性を示すデータに対して合理的判
断基準を設定することにより相境界を同定し、各相における構成分子の分子体積や表面積の詳細な値を得る
ことに成功している。このことは、著者が、得られたデータを批判的に検討し、適切にモデル化していく高
い能力を有することを示している。
　本論文の前半のバイレイヤーの浮遊密度測定の結果は、Biochimica et Biophysica Acta に筆頭著者とし
て公表されている。また、後半のモノレイヤーのπ－A 測定に関する結果は、論文にまとめて投稿中である。
他に１件、参考論文を英文ジャーナルに発表している。著者は本論文の内容を国際学会で筆頭著者として４
回報告（口頭発表１回、ポスター発表３回）している。審査委員は、本論文の内容を中心に面接と公開の論
文発表会を行い、著者が論文内容と用いた技法について十分な理解とともに関連する分野についても学識を
有し、また将来の研究遂行に対しても十分な能力を持つことを確認することができた。公表論文は英文で書
かれていること、また共同研究でフィンランドの大学に２か月間滞在して蛍光寿命測定実験を行って論文発
表に用いたデータを取得していることより、国際的な研究環境において英語でコミュニケーションしていく
十分な能力を有すると判定した。以上のことより、審査委員会は本論文の著者が博士（理学）の学位を授与
されるに足る十分な資格を有するものと判定した。
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